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摘 要 采用顶空固相微萃取(HS-SPME)与气相色谱-质谱(GC-MS)联用技术，对 12 例卵巢癌、17 例成熟型
畸胎瘤与 16 例正常血液样本的挥发性组分进行研究，对影响提取效果的实验因素进行了优化。在最优条件
下共检出 28 种挥发性组分，以各组分峰面积为变量，用 SIMCA-P 软件进行偏最小二乘判别分析(PLS-DA) ，
3 组样本被明显区分。同时，依据 PLS-DA载荷图得到 8 种具有显著性差异的标志物，其中己醛、蘑菇醇的变
化与其在肝癌、肺癌患者血液中的变化一致，可作为诊断卵巢癌和成熟型畸胎瘤的挥发性生物标志物。
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1 引 言
卵巢肿瘤有良性和恶性两类。成熟型畸胎瘤是一种典型的卵巢良性肿瘤，可通过手术治愈，致死率
低。卵巢癌是卵巢恶性肿瘤，全球每年约有 12． 5 万名女性死于卵巢癌，致死率居妇科肿瘤首位［1］。缺
乏有效的生物标志物是造成卵巢癌高致死率的主要原因。近年来，人们开始通过检测血液中挥发性化
合物来寻找癌症生物标志物［2 ～ 4］。顶空固相微萃取(HS-SPME)具有高效、对样本破坏性小等优势，与
气相色谱-质谱(GC-MS)联用可对挥发性组分进行快速分析［5，6］。本实验将 HS-SPME 与 GC-MS 联用法
应用于卵巢癌血样分析，对影响 HS-SPME提取效果的实验条件进行了优化，在最优条件下对 12 例卵巢
癌(Blood of ovarian cancer patients，BOC)、17 例成熟型畸胎瘤 (Blood of mature teratoma patients，BMT)
与 16 例正常血液样本(Blood of normal people，BN)进行挥发性组分分析，通过偏最小二乘判别分析法
(PLS-DA)和独立样本 t检验比较 3 组样本的差异，并分析了具有显著性差异的化合物作为卵巢癌、成
熟型畸胎瘤生物标志物的可能性。
2 实验部分
2． 1 仪器与试剂
QP 2010-Plus 气相色谱-质谱联用仪(日本岛津公司) ，DB-5 毛细管柱(30． 0 m × 0． 25 mm ×
0． 25 μm，美国 Agilent公司) ，磁力搅拌器(德国 IKA公司) ，顶空进样针(PDMS-DVB 65 μm，美国 Sigma
公司) ，顶空瓶(20 mL，美国 Agilent公司) ，PTFE /Si 瓶盖(美国 Agilent公司) ，真空采血管(K2EDTA，美
国 BD公司) ，D-PBS (pH 7． 2) ，正构烷烃(C8 ～ C30，美国 Supelco公司)。
2． 2 血样采集保存与实验方法
实验共采集 45 个血液样本(见表 1)。样本均采自肘中静脉，样本量约为 4 mL，储存于内涂10． 8 mg
K2EDTA抗凝血的真空采血管，并在-80℃ 保存，实验时室温下解冻。20 mL 顶空瓶中加入
1． 5 cm搅拌子，用 PTFE /Si瓶盖密封，使用真空泵抽真空以排除瓶内空气，用 2 mL 玻璃注射器加入
1 mL血样，用 1 mL玻璃注射器加入 0． 5 mL缓冲溶液 D-PBS，然后用氮气平衡到常压。将聚二甲基硅
氧烷-二乙烯基苯(PDMS-DVB)涂层萃取头插入瓶中，1200 r /min磁力搅拌，在设定的温度(37℃，42℃，
47℃和52℃)水浴提取一段时间(10，15，20 和 25 min) ，退出萃取头，插入 GC进样口解吸 30 s后进行
GC-MS分析。萃取头每次使用前，均插入 GC进样口，在 250℃解吸 5 min，以避免萃取头可能残留的化
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合物带来的干扰。
表 1 样本详情
Table 1 Characteristics of samples
卵巢癌患者血样
Blood of ovarian cancer patients
(BOC)
成熟型畸胎瘤患者血样
Blood of mature teratoma patients
(BMT)
正常人血样
Blood of normal people
(BN)
数量 Number 12 17 16
年龄范围 Age range 28 ～ 65 24 ～ 59 27 ～ 51
平均年龄 Mean age 50 35 39
2． 3 色谱-质谱条件
色谱:DB-5 色谱柱(30． 0 m ×0． 25 mm ×0． 25 μm) ;升温程序:初始温度 40℃，保持 5 min，以
5℃ /min 升至 170℃，保持 2 min，16℃ /min升至 250℃，保持 2 min;进样口温度:250℃;载气:高纯氦，
纯度＞99． 999%;流速:0． 75 mL /min;采用不分流进样 0． 5 min。
质谱:电离方式:EI;电子能量:70 eV;离子源温度:230℃;接口温度:280℃;检测器电压:0． 9 kV;
全扫描模式:m/z 40 ～ 400。
2． 4 数据处理
定性:所得化合物谱图与标准谱库(NIST05)谱图对比，相似度大于 85%;在相同色谱条件下分析
正构烷烃(C8 ～ C30)标样，计算化合物保留指数(RI)［7］。采用软件 SIMCA-P 11． 5、SPSS 17，以化合物
峰面积为变量进行偏最小二乘判别分析(PLS-DA)与显著性分析。
3 结果与讨论
3． 1 HS-SPME提取条件的优化
实验对影响 HS-SPME萃取效果的两个主要因素:提取时间与提取温度进行了优化。实验样本为成
熟型畸胎瘤血样。优化过程中选取相对含量较高的己醛、蘑菇醇、2-壬烯-1-醇三种组分的峰面积与总峰
面积作为评价标准。温度优化时，提取时间均为 25 min。为便于比较，温度优化时设 37℃所得峰面积
为 1，时间优化时设 10 min时所得峰面积为 1，以相对峰面积作图。结果如图 1a 所示，己醛提取量在实
验温度范围内随温度升高稍有下降，而蘑菇醇、2-壬烯-1 醇与总化合物提取量均随温度升高而升高，但
是 42℃之后蘑菇醇提取量开始下降，2-壬烯-1-醇与总化合物提取量仍呈上升趋势，47℃之后化合物提
取量趋于平衡。综合考虑 3 种化合物与总化合物提取量的变化，选择 47℃进行后续实验。提取时间的
影响见图 1b，2-壬烯-1-醇在 10 ～ 15 min提取量有明显上升，20 min 后己醛提取量仍有缓慢升高;但蘑
菇醇、2-壬烯-1-醇与总化合物提取量在 20 min时达到最大值，为了防止血液样品变质，应尽量缩短实验
时 间，提取时间选取20min。最终优化实验条件为:1mL血样中加入0 ． 5 mL缓冲液D-PBS，插入
图 1 总峰面积(Total)以及己醛(1)、蘑菇醇(2)、2-壬烯-1-醇(3)峰面积随提取温度(a)、提取时
间(b)的变化
Fig． 1 Peak areas of the total and three components-hexanal (1) ，amyl vinyl carbinol (2) ，and 2-non-
en-1-ol (3)changed with the extracting temperature (a)and extracting time (b)
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PDMS-DVB萃取头，1200 r /min 搅拌下在 47℃水浴提取 20 min 后，将萃取头插入 GC 进样口，在 250℃
解吸 30 s后进行 GC-MS分析。
3． 2 成分分析
图 2 为在优化条件下得到的 BN、BMT 与 BOC 中挥发性组分的总离子流图，45 个血样中共检出
28 种化合物，其中 18 种化合物在人体代谢物中被检出过［8］，详见表 2。采用软件 SIMCA-P 11． 5，以各
化合物的峰面积为变量做最小二乘法判别分析(PLS-DA) ，得到三维得分图(图 3a)与载荷图(图 3b)。
图 2 正常血样(a)、成熟型畸胎瘤血样(b)与卵巢癌血样(c)挥发性组分的总离子流图
Fig． 2 Total ion chromatograms of volatile compounds in BN (a) ，BMT (b)and BOC(c)
表 2 在卵巢癌、成熟型畸胎瘤与正常血液样本中检出的挥发性化合物
Table 2 Volatile compounds in the blood of ovarian cancer patients，mature teratoma patients and normal people
分类
Class
编号
No．
保留时间
Retention
time
(min)
保留指数
RI
化合物
Compounds
相似度
Similarity
(%)
出现概率 Occurrence (%)
卵巢癌
Ovarian
cancer
成熟型畸胎瘤
Mature
teratoma
正常
Normal
醛类
Aldehydes
1 6． 911 789 己醛 Hexanala 94 100 100 19
4 11． 103 896 庚醛 Heptanala 95 100 100 12
11 15． 125 1000 辛醛 Octanala 94 75 100 6
16 18． 779 1102 壬醛 Nonanala 87 100 100 62
22 22． 096 1204 癸醛 Decanala 92 50 76 31
23 22． 344 1212 2，4-癸二烯醛 2，4-Decadienal 95 42 76 －
27 25． 451 1315 2，4-十一碳二烯醛 2，4-Undecadienal 91 83 82 －
烃类
Hydro-
carbons
2 7． 183 798 1-辛烯 1-Octenea 89 33 47 81
9 14． 617 987 1，9-癸二烯 1，9-Decadiene 88 58 - 13
13 17． 126 1056 8-甲基-2-癸烯 8-Methyl-2-decene 88 83 100 63
15 18． 659 1099 十一烷 Undecanea 95 50 82 6
19 20． 835 1165 己基环戊烷 Hexylcyclopentane 88 67 - 44
21 21． 936 1199 十二烷 Dodecanea 95 75 100 6
25 24． 784 1292 1-十三炔 1-Tridecyne 85 58 - -
26 24． 971 1298 十三烷 Tridecanea 96 75 100 19
28 27． 806 1398 十四烷 Tetradecanea 93 67 88 50
醇类
Alcohols
6 14． 005 971 2-庚烯-1-醇 2-Hepten-1-ol 86 - 76 -
7 14． 275 978 蘑菇醇 Amyl vinyl carbinola 97 100 100 100
12 16． 269 1032 2，4-二甲基环己醇2，4-Dimethylcyclohexanol 85 67 6 13
14 17． 519 1067 2-辛烯-1-醇 2-Octen-1-ola 95 100 94 63
20 21． 133 1174 2-壬烯-1-醇 2-Nonen-1-ol 86 100 100 94
24 23． 805 1260 正癸醇 1-Decanola 88 - 53 -
酮类
Ketones
3 10． 679 886 4-甲基-2-庚酮 4-Methyl-2-heptanone 85 25 41 31
5 13． 289 952 甲基己基甲酮 2-Octanonea 85 67 82 31
17 20． 188 1145 樟脑 Camphora 86 42 - 81
18 20． 488 1155 薄荷脑 Menthonea 91 92 53 81
酯类 Esters 8 14． 438 982 己酸乙烯基酯Hexanoic acid，ethenyl estera 87 67 88 100
其他 Others 10 14． 721 988 2-戊基呋喃 2-Amylfurana 87 67 100 63
a 已报道过的化合物(Compounds previously reported)。
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图 3 PLS-DA得分图(a)和载荷图(b)
Fig． 3 Score plot (a)and Loading plot (b)of patial least squares-discriminant
analysis (PLS-DA)
在得分图(图 3a)中，BOC、BMT与 BN可以明显区分，说明三者的挥发性组分存在明显差异;载荷图(图
3b)为确定产生差异的标志物提供帮助，各化合物均对应一个 VIP值，VIP＞1 表示该化合物对分类贡献
图 4 己醛(1)、蘑菇醇(2)、2，4-二甲基环己醇(3)和
2-辛烯-1-醇(4)在卵巢癌( )成熟型畸胎瘤( )
与正常血液中的( )平均峰面积比较
Fig． 4 Comparison of average peak areas for the four metab-
olites-hexanal (1) ，amyl vinyl carbinol (2) ，2，4-dimethyl-
cyclohexanol (3)and 2-octen-1-ol (4)in BOC( )BMT
( )and NB( )
大。在检出的 28 种化合物中有 8 种化合物
VIP＞1，分别为己醛(No． 1)、2-庚烯-1-醇(No． 6)、
蘑菇醇(No． 7)、1，9-癸二烯(No． 9)、2，4-二甲基环
己醇(No． 12)、2-辛烯-1-醇(No． 14)、己基环戊烷
(No． 19)、1-十三炔(No． 25)。结合表 2 中 8 种化合
物出现的概率进行分析，1，9-癸二烯与己基环戊烷
在 BMT中都没有检出，在 BOC与 BN中检出概率分
别为:1，9-癸二烯(58%，13%) ，己基环戊烷(67%，
44%) ;1-十三炔只在 BOC 中检出，对卵巢癌检测
灵敏度为 58%，特异性为 100%;2-庚烯-1-醇只在
BMT中检出，对成熟型畸胎瘤检测灵敏度为 76%，
特异性为 100%，可为疾病类型诊断与癌症代谢变
化提供参考。己醛、蘑菇醇、2，4-二甲基环己醇、2-
辛烯-1-醇在 3 类血液样本中均被检出，但是峰面
积有较大差异，4 种化合物在 BOC、BMT 与 BN 中
平均峰面积的比较见图 4，采用 SPSS 17 对 4 种化
合物峰面积进行独立样本 t检验，结果见表 3。
表 3 4 种差异显著的化合物
Table 3 Four volatile compounds with significant difference
化合物
Compound
平均峰面积
Average peak area(×106)
BOC BMT BN
倍数
Fold change
BOC BMT BN
p值
p Value
BOC BMT BN
己醛 Hexanal 199． 1±131． 6
364． 2±
200． 5
21． 7±
30． 3 9． 2 16． 8 0． 5 0． 001 ＜0． 000 0． 013
蘑菇醇
Amyl vinyl carbinol
106． 8±
60． 9
97． 6±
35． 1
23． 1±
27． 4 4． 6 4． 2 1． 1 0． 001 ＜0． 000 0． 643
2，4-二甲基环己醇
2，4-Dimethylcyclohexanol
4． 0±
1． 3
9． 1±
2． 2
2． 0±
0． 1 2． 0 4． 6 0． 4 0． 003 0． 012 0． 007
2-辛烯-1-醇
2-Octen-1-ol
11． 3±
7． 3
11． 0±
5． 8
2． 2±
1． 6 5． 1 5． 0 1． 0 0． 001 ＜0． 000 0． 918
BOC:blood of ovarian cancer potients;BMT:blood of mature teratoma patients;BN:blood of normal people．
由表 3 可知，4 种化合物在 BOC 与 BMT 中均显著高于正常血液，其中 2-辛烯-1-醇在 BOC 与 BMT
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中的平均峰面积分别为正常血液的 5． 1 和 5． 0 倍，2，4-二甲基环己醇分别为 2． 0 和 4． 6 倍，其中 2-辛烯-
1-醇在人体血液、乳汁以及皮肤表面的挥发性组分中曾被检出［8］。己醛差别最大，在 BOC 与 BMT 中的
平均峰面积分别是 BN中的 9． 2 和 16． 8 倍。己醛是体内氧自由基引起的脂质过氧化产物，被证实有细
胞毒性，并可能导致细胞损伤与修复失衡，多篇文献报道在肝癌、肺癌等癌症中己醛显著升高［3，4，9］。
BOC与 BMT中蘑菇醇平均峰面积分别是 BN中的 4． 6 和 4． 2 倍。作为棕榈酸、油酸及亚油酸的代谢产
物，蘑菇醇具有降低血液中醛类含量的抗氧化作用［10］，有研究者认为，血液中蘑菇醇含量的升高是人体
增强抗氧化活性，以降低体内致癌物的一种自我保护方式［4］，在肝癌患者的血液中，蘑菇醇含量也有明
显升高，并被建议作为肝癌诊断的挥发性生物标志物［4］。
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Investigation of Volatile Components in Blood of Ovarian
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Abstract Headspace solid phase microextraction (HS-SPME) coupling with gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS)was used to investigate the volatile compositions in the blood of ovarian cancer patients
(n=12) ，mature teratoma patients (n = 17)and normal people (n = 16)． The extraction conditions were
optimized and 28 compounds were obtained in total． The three groups were further analysed by partial least
squares-discriminant analysis (PLS-DA)with SIMCA-P software and obviously distinguished by the score
plots． With the loading plot，eight relevant markers were obtained． It＇s worth mentioning that the variations of
hexanal and amyl vinyl carbinol were consistent with those in the blood of liver and lung cancers，suggesting
that hexanal and amyl vinyl carbinol could be used as the biomarkers for ovarian cancer and mature teratoma．
Keywords Headspace solid phase microextraction;Gas chromatography-mass spectrometry;Ovarian cancer;
Mature teratoma;Volatile biomarker
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